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The study of amino acid metabolism requires analytical techniques to study
the metabolites of interest. In most research protocols, attention is mainly focussed
on operating techniques, stratification into study groups, differences in treatment etc.
and only marginally on the underlying techniques, used to collect them. However, the
accuracy of the techniques used, determines to a major extent the outcome of these
studies. To develop a truly working analytical method to provide the desired
(accurate) data, many pitfalls have to be overcome. This thesis intends to give an
overview of the techniques, developed in our laboratory to study changes in amino
acid metabolism resulting from nutrition during health and disease.
In the Introduction the line our research has followed during the last 10 years
is described as well as the questions, which arose and the techniques which were
developed to answer these.
In chapter 1, the basic analytical techniques are outlined which enable high
sensitivity measurements of amino acid concentrations in biological matrices like
plasma and tissue. Although traditional ion-exchange chromatography is capable of
providing this information, this method is slow, expensive and lacks sensitivity.
Therefore, the first goal was to develop a (Chromatographie) method, which would
overcome these problems. The basis of these techniques is the reaction of amino
acids with o-phthaldialdehyde (OPA) to form highly fluorescent iso-indoles. The
resulting methods made the automated high-precision measurement (coefficient of
variation typically below 3%) possible of all major physiological amino acids, with a
cycle rate of 35min (injection to injection). Shorter cycle times are possible also, but
result in less precision.
Soon after the successful development of these methods, it was recognised
that plasma amino acid concentrations alone do not give an in-depth insight in the
ongoing regulatory metabolic processes. In an attempt to unravel these processes
we tried to study amino acid metabolites, which can be used as one of the markers
for tissue proliferation (polyamines), muscle degradation (3-methyl-histidine) and
hepatic encephalopathy (y-aminobutyricacid: GABA). In chapter 2 the problems are
discussed, associated with the determination of these metabolites. The basic
problem which had to be solved, was how to exclude the presence of interfering (and
much higher concentrated) amino acids, without the need to apply a laborious
extraction procedure. This was achieved by designing special gradient-programs. In
the case of the polyamine determination, a new column packing material was
applied. The basis of the underlying analytical methods was the OPA derivatization.
When we had the analytical tools available to determine the actual amino acid
concentrations in a given biological sample, we realised that this is not a guarantee
to obtain the true body concentrations at the moment of sampling. In the literature
there is still an ongoing discussion, which is the best sample processing method.
Enzymatic processes affect free amino acid concentrations (arginine, citrulline and
ornithine), while techniques used for deproteinization affects the degradation rate of
other amino acids (glutamine, asparagine). In chapter 3, it is shown that failure to
perform correct sampling and processing procedures can result in a drastic change in
concentrations prior to the analysis itself, in this chapter it is also shown that the
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impact of factors like nutrition, gender and age on amino acid concentrations must be
considered in the formation of (patient) control groups. These factors can result in a
shift of the "normal" amino acid concentrations, creating a bias, that makes it difficult
to correctly establish the study effects.
In chapter 4 tracer technology is introduced to distinguish between the
processes of protein synthesis, degradation and the intake of nutrition. To get a
better insight if and how these processes change under the influence of disease, it is
necessary to tag the amino acids of interest. The most common form of tagging is to
use radioactive or stable isotopes, incorporated into the amino acid of interest.
Radioactive labels can be detected and quantitated more easily, but cannot be used
in research protocols involving human volunteers. In these studies, stable isotopes
must be used, but they require expensive and complicated equipment (a mass
spectrometer) for their detection.
In chapter 5 a direct approach to study protein synthesis is discussed, in
contrast to the previous sections, in which indirect techniques to measure protein
synthesis are used, through measurement of the precursor pool. A direct
measurement of protein synthesis can only be obtained by isolating a target protein
with a high degree of purity. This approach was used to study albumin synthesis rate.
For this application, a method was developed, combining a sequence of
Chromatographie techniques, resulting in the automated isolation of high-purity
albumin. Together with the hydrolysis and isotopic enrichment measurement
procedures described in the previous section, it allowed the direct measurement of
albumin synthesis rate.
Finally, in chapter 6 a direct coupling of liquid chromatography and mass
spectrometry is investigated. Although the previous methods facilitate both direct and
indirect measurement of protein synthesis, they still require a laborious analytical
procedure. Recently however, the direct coupling of a liquid-chromatograph, operated
under normal flow conditions, with a mass-spectrometer (LC-MS) has become
available. Using this technique, we were able to develop an "on-line" measurement of
both the enrichment and concentration of each major physiological amino acid. The
precision of the resulting method is comparable to GC-MS.
The thesis is completed by a number of addenda. These are intended to
provide the reader with additional data, preventing or solving technical problems in
the performance of one of the analytical methods, described in this thesis.
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Veel research protocollen die handelen over het aminozuur metabolisme
richten de aandacht voornamelijk op (proefdier)model ontwikkeling, operatie
technieken, stratificatie van populaties in groepen, verschillen in behandelwijze en
voeding. De analytische technieken die ingezet worden om deze data te verzamelen,
worden vaak slechts marginaal belicht. De inzet en ontwikkeling van een adequate
analytische techniek vergt echter minimaal even veel aandacht als de opzet van een
research protocol. Immers, een onvolkomenheid in of zelfs ongeschiktheid van een
toegepaste methode kan er gemakkelijk toe leiden dat belangrijke gegevens niet
beschikbaar komen of tot een verkeerde conclusie kunnen leiden. Daarom, is in ons
laboratorium getracht om een solide (analytische) basis te creeeren van technieken
om veranderingen in het aminozuur metabolisme te bestuderen die ontstaan als
gevolg van de inname van voeding bij gezonde en zieke proefdieren en mensen.
In de Introductie wordt een overzicht gegeven van de lijn waarlangs onze
research zieh heeft ontwikkeld gedurende de laatste 10 jaar. Door de toenemende
kennis ontstond een toenemende vraag naar meer en meer gespecialiseerde
analytische technieken. De ontwikkeling hiervan leidde vervolgens weer tot een
toenemende kennis, waardoor de cirkel rond was.
In hoofdstuk 1 worden de basale (chromatografische) analytische
methodieken beschreven die ontwikkeld zijn om een snelle en gevoelige bepaling
van aminozuur concentraties in biologische monsters zoals plasma en weefsel
mogelijk te maken. Dit, omdat de reeds bekende ionenwisselings technieken relatief
ongevoelig, traag en duur zijn. De basis voor deze technieken is de reactie van
aminozuren met o-phthaldialdehyde (OPA) die resulteerd in de vorming van hoog-
fluorescerende iso-indolen. Met de ontwikkelde methoden is het mogelijk om op een
volledig geautomatiseerde manier de concentraties van alle fysiologisch belangrijke
aminozuren te bepalen in 35min. durende cycli met een gemiddelde
variatiecoefficient van 3% of minder. Een snellere analysecyclus behoort tot de
mogelijkheden, maar gaat ten koste van de robuustheid.
Echter, de bepaling van plasma aminozuur concentraties alleen geeft geen
duidelijk beeld van de deelprocessen die ze sturen. Om meer inzicht te krijgen in de
rol van deze deelprocessen werden technieken ontwikkeld om de concentraties van
aminozuur metabolieten te bepalen die kunnen dienen als een "marker" voor
processen als weefsel proliferatie (polyamines), spierweefsel degradatie (3-
methylhistidine) en hepatische encephalopathy (y-amino boterzuur: GABA). In
hoofdstuk 2 worden de problemen bediscussieerd, die overwonnen moesten worden
om de bepaling van deze metabolieten mogelijk te maken. Het belangrijkste
probleem hierbij was het uitsluiten van de interference van de (veel hoger
geconcentreerde) aminozuren, zonder toepassing van een arbeidsintensieve
extractie procedure. Dit werd bereikt door toepassing van speciale gradient
programma's en, in het geval van de polyamine bepaling, de toepassing van een
nieuw kolom pakking materiaal. De basis van deze technieken was de OPA
derivatisering.
De gerealiseerde toename van zowel de precisie als de analytische capaciteit
maakte het mogelijk om meer aandacht te besteden aan het monster
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opwerkingsproces. In de literatuur wordt nog steeds een discussie gevoerd wat de
beste methode hiervoor is. Enzymatische processen veranderen de concentraties
van sommige aminozuren(arginine, omithine, citrulline), terwijl de ontledingssnelheid
van andere aminozuren (asparagine, glutamine) versneld kan worden door de
inwerking van onteiwittingstechnieken. In hoofdstuk 3 wordt aangetoond dat het niet
toepassen van een adequate opwerk en bewaar procedure kan leiden tot een
veranderende aminozuur concentratie. Verder wordt in dit hoofdstuk aangetoond dat
er rekening moet worden gehouden met factoren zoals voeding, geslacht en leeftijd
bij de samenstelling van patient controle groepen. Deze factoren beinvloeden de
"normale" aminozuur concentraties, waardoor er een zekere extra "mis" onstaat, die
het moeilijk maakt om de resultaten van de studie te evalueren. . . . . . .
In hoofdstuk 4 wordt de tracer technologie geintroduceerd. Het gebruik hiervan
maakt het mogelijk om te discrimineren tussen eiwit synthese en degradatie. Dit
gebeurt door een gegeven aminozuur te labelen wordt met een radioactief of stabiel
isotoop. Het percentage radioactief gelabelde aminozuren kan eenvoudig bepaald
worden met vloeistofscintillatie telling, maar deze isotopen kunnen niet gebruikt
worden voor studies in de mens. Hiervoor is het gebruik van stabiele isotopen
noodzakelijk. Deze isotopen vergen echter de inzet van dure en gecompliceerde
apparatuur (massaspectrometers).
In hoofdstuk 5 wordt een andere benadering om eiwitsynthese te bepalen
bediscussieerd. In tegenstelling tot de indirecte methoden, die gebruik maken van
metingen van de precursorpool, is hier getracht om de direkte incorporate van
gelabelde aminozuren in een doeleiwit (albumine) te meten. Om dit mogelijk te
maken is het nodig om het doeleiwit met een hoge zuiverheid te isoleren. Dit is
bereikt door de aaneenschakeling van een aantal chromatografische technieken, met
als resultaat een geautomatiseerde procedure voor de isolatie van albumine met een
hoge zuiverheid. Gekoppeld aan een gasfase hydrolyse methode en de
isotoopverrijkings meetmethode die beschreven is in het vorige hoofdstuk, kan
hierdoorde direkte incorporate van gelabeld leucine in albumine worden gemeten.
Tenslotte wordt in hoofdstuk 6 beschreven welke mogelijkheden de direkte
koppeling vloeistofchromatografie-massaspectrometrie biedt. Hoewel de hiervoor
beschreven methodieken de mogelijkheden bieden om op een direkte en indirekte
manier de eiwitsynthese te meten, vergen ze wel een arbeidsintensieve
monstervoorbewerking. Recent is het echter mogelijk geworden om de relatief hoge
eluens flow van een vloeistofchromatograaf direkt te introduceren in een
massaspectrometer. Door toepassing van dit systeem werd de "on-line" meting van
zowel de concentratie als de verrijking van alle fysiologisch belangrijke aminozuren
mogelijk. De precisie van deze methode is vergelijkbaar met die van een GC-MS
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Het proefschrift wordt gecompleteerd met een aantal addenda, die de lezer
van extra gegevens voorziet om voorkomende technische en meet Problemen, die
kunnen optreden bij gebruik van bovenstaande analysetechnieken, te identificeren
en op te lossen.
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